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Abstrak 
 
Biofilm terbukti efektif digunakan dalam pengolahan air dan air limbah. 
Kandungan materi organik dalam air baku yang berbeda akan berpengaruh 
terhadap heterogenitas dari biofilm. Heterogenitas ini disebabkan oleh 
kemampuan yang berbeda dari mikroba penyusun biofilm dalam menguraikan 
materi organik dalam air baku. Analisa terhadap struktur dan komponen dapat 
dilakukan untuk mempelajari heterogenitas biofilm. Analisa ini tidak hanya 
mampu menggambarkan kuantitas tetapi juga kualitas dari biofilm. Tujuan dari 
kajian ini adalah untuk membandingkan berbagai teknik dalam menganalisa 
struktur dan komponen biofilm. Teknik analisa dapat dilakukan dengan analisa 
gambar, analisa kimia, biokimia serta analisa populasi. Metode yang sering 
digunakan adalah analisa gambar dengan Scanning Electron Microscopy (SEM) 
untuk mengamati struktur dari biofilm. Analisa kimia menggunakan kolorimetri, 
dan analisa total protein dengan metode Lowry dan metode Bradford, serta 
analisa molekular dengan PCR yang digunakan untuk mengkarakteriasi 
komponen penyusun biofilm. 
 
Kata kunci:  analisa biofilm, struktur biofilm, komponen biofilm. 
 
Abstract 
 
Biofilm is proven to be effective to be used in water and wastewater treatment. 
Different raw water’s organic compound contents will affect to the heterogenity of 
the biofilm. This heterogenity is caused by different abilities of the microbial 
biofilm constituent in decomposing organic coumpound in raw water. Analysis of 
structures and components can be done to study the heterogenity of the biofilm. 
This analysis is not only able to describe the quantity but also the quality of the 
biofilm. The purpose of this review is to compare the various techniques in 
analyzing the structure and components of the biofilm. Analysis techniques can be 
performed with image analysis, chemical analysis, biochemical and population 
analysis. Method that commonly used is the image analysis by Scanning Electron 
Microscopy (SEM) to observe the structure of the biofilm. Chemical analysis 
using colorimetry, and analysis of total protein is using Lowry’s method and 
Bradford’s method, and molecular analysis by PCR that is used to characterize the 
components of biofilm’s constituent. 
 
Keywords:  biofilm analysis, biofilm structures, biofilm components. 
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1 PENDAHULUAN  
Kemampuan biofilm dalam 
pengolahan air minum (Lazarova dan 
Manem, 1999, Law, et al., 2001, Bauer, et 
al., 2011) dan air limbah (Muljadi, et al., 
2005, Setiawan, et al., 2008) telah terbukti 
mampu menghilangkan berbagai senyawa 
organik, logam, serta bakteri pathogen. 
Kemampuan ini disebabkan adanya aktivitas 
bakteri dalam biofilm yang telah dibuktikan 
sejak tahun 1943 oleh ZoBell, dimana 
terjadi interaksi antara bakteri dengan 
permukaan padatan yang ditempelinya 
(Lazarova dan Manem, 1995, dan Dewanti 
dan Hariyadi, 1997), sehingga membentuk 
biofilm yang berperan dalam mendegradasi 
dan mendetoksifikasi senyawa pencemar 
(Suharjono, et al., 2009).  
Biofilm bakteri memiliki keuntungan 
dibandingkan dengan bakteri yang hidup 
secara bebas (planktonik) (Sanjaya, 2010). 
Beberapa keunggulannya adalah 
menghasilkan kepadatan populasi yang 
lebih tinggi, lebih efisien terhadap 
penggunaan nutrisi dan lebih tahan terhadap 
perubahan lingkungan (Lazarova dan 
Manem, 1995, Prakash, et. al., 2003, dan 
Suharjono, et al., 2009). Sehingga 
menghasilkan aktivitas biodegradasi yang 
lebih tinggi dibandingkan dengan 
pertumbuhan tersuspensi (Prakash, et. al., 
2003). 
Umumnya biofilm bersifat heterogen 
(Lazarova dan Manem, 1995, dan Prakash, 
et. al., 2003), dimana terjadi suatu bentuk 
kerjasama (konsorsium) dari komunitas 
organisme yang dapat memanfaatkan 
senyawa pencemar sebagai sumber nutrisi 
sehingga menghasilkan lingkungan mikro 
yang sesuai di dalam lingkungan makro 
yang tidak sesuai (Karthikeyan, et al., 
2001). Dimana heterogenitas ini akan 
berpengaruh terhadap aktivitas biofilm dan 
dinamika mass transfer dalam biofilm 
tersebut (Yang, et al., 2000). 
Langkah awal dari pembentukan 
biofilm, berdampak pada struktur biofilm 
dewasa, misalnya kondisi lingkungan, jenis 
dan konsentrasi substrat (Lazarova dan 
Manem, 1995), keberadaan udara terbukti 
mempengaruhi pembentukan biofilm dari 
Candida albicans (Kusumaningtyas, 2005). 
Konsentrasi DO yang berbeda akan 
berpengaruh terhadap struktur biofilm yang 
terbentuk pada permukaan membran (Jin, et 
al., 2006). 
Biofilm terdiri atas dua komponen 
utama yaitu sel dari mikroorganisme dan 
Extracelluler Polymeric Substance (EPS) 
atau yang disebut sebagai matriks 
ekstraseluler (Lazarova dan Manem, 1995, 
Nugraha dan Utomo, 2010, dan Sanjaya, 
2010), dan komponen lain berupa protein, 
asam nukleat, serta lipid (Lazarova dan 
Manem, 1995). Sebagai upaya dalam 
mempertahankan adhesi dengan permukaan, 
mikroorganisme mampu merubah 
komposisi dari EPS (PubMed Central, 
2007). Sehingga EPS yang disintesis oleh 
sel mikroba berbeda-beda komposisi, sifat 
kimiawi dan fisikanya. 
Telah banyak dilakukan penelitian 
dalam mengkarakterisasi biofilm tersebut 
baik dalam mempelajari heterogenitas dan 
ukuran biofilm, serta morfologi dari 
biomass melalui pengamatan terhadap 
struktur dan komponen penyusun biofilm 
(Beyenal, et al., 2004). Tujuan dari kajian 
ini adalah untuk membandingkan berbagai 
teknik dalam menganalisa struktur dan 
komponen biofilm. 
  
2. TEKNIK ANALISA STRUKTUR  
BIOFILM 
Tujuan dari analisa struktur biofilm 
tidak hanya memberikan informasi 
mengenai kondisi fisik-kimia sel, tetapi juga 
morfologi sel (Lazarova dan Manem, 1995). 
Teknik yang dilakukan dengan analisa 
gambar melalui metode pewarnaan dari sel 
serta komponen tertentu, dan selanjutnya 
visualisasi melalui mikroskop confocal dan 
elektron. 
 
2.1 Analisa dengan Menggunakan 
Pewarnaan (Staining) 
Analisa dapat dilakukan dengan 
melakukan pewarnaan bagian atau 
komponen tertentu dari biofilm. Misalkan 
pewarnaan sel, enzim, vesikula, dan EPS. 
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EPS merupakan polisakarida yang 
dikeluarkan dari dalam sel (Dewanti dan 
Hariyadi, 1997), terdiri atas 50 – 90% total 
karbon organik dan merupakan bahan 
matriks utama penyusun biofilm (PubMed 
Central, 2007). EPS diketahui mampu 
mengikat logam, sehingga untuk analisanya 
digunakan pewarna logam seperti ruthenium 
red, glutaraldehyde, osmium tetroxide dan 
lysine (Priester, et al., 2007). Visualisasi 
EPS dapat dilakukan dengan ESEM 
(Priester, et al., 2007) maupun CLSM (Yun, 
et al., 2006). 
 
2.2 Visualisasi dengan Mikroskop 
Confocal 
Mikroskop konfokal merupakan suatu 
teknik pencitraan yang digunakan untuk 
menggambarkan spesimen yang memiliki 
ketebalan tertentu (Davidson, 2008). 
Kelebihan dari mikroskop ini dapat 
digunakan untuk pengamatan secara insitu 
dan tidak merusak struktur asli dari obyek 
penelitian (Bridier, et al., 2010). 
Analisa struktur dengan Confocal 
Scanning Laser Microscopy (CLSM) dapat 
digunakan untuk membandingkan struktur 
biofilm dalam 3 dimensi, memantau 
perkembangan biofilm, dan mengukur 
faktor lingkungan yang mempengaruhi 
struktur biofilm (Beyenal, et al., 2004, dan 
Bridier, et al., 2010). Selain itu, CLSM juga 
menghasilkan data numerik yang dapat 
diolah secara statistik untuk menentukan 
biovolume, ketebalan maksimum, 
substratum coverage, porositas, dan 
koefisien kekasaran dari biofilm. Parameter-
parameter tersebut digunakan untuk 
membandingkan biofilm. Dimana suatu 
biofilm dikatakan tidak sama apabila 
memiliki perbedaan signifikan antar 
parameter yang diukur lebih dari 10% 
(Beyenal, et al., 2004). 
2.3 Visualisasi dengan Mikroskop 
Elektron 
Visualisasi biofilm dengan 
menggunakan mikroskop elektron telah 
banyak diaplikasikan oleh para peneliti 
dalam memahami struktur dari biofilm 
(Yang, et al., 2000, Pratiwi, 2003, 
Kusumaningtyas, 2005, Ploux, et al., 2007, 
Joubert dan Pillay, 2008, Setiawan, 2008, 
Tamyiz dan Hamidah, 2015). Kelebihan 
dari mikroskop elektron adalah dapat 
dilakukan pembesaran objek hingga 2 juta 
kali dengan menggunakan elektro statik dan 
elektro magnetik untuk mengontrol 
pencahayaan dan tampilan gambar (Krisno, 
2011, dan Anonim, 2012). Mikroskop ini 
dibagi menjadi beberapa jenis diantaranya 
adalah: 
a.  Transmission Electron Microscopy (TEM) 
TEM adalah mikroskop elektron yang 
cara kerjanya mirip dengan cara kerja 
proyektor slide, di mana elektron 
ditembuskan ke dalam obyek pengamatan 
dan pengamat mengamati hasil 
tembusannya pada layar (Anonim, 2012). 
Kelemahan TEM yaitu obyek pengamatan 
harus dibuat setipis mungkin (>100 
nanometer) (Krisno, 2011, dan Anonim, 
2012). Proses yang dilakukan meliputi:  
1) Fiksasi, untuk mematikan sel tanpa 
mengubah struktur sel dengan 
glutaraldehida atau osmium tetroksida; 
2) Pembuatan sayatan yang dilapisi dengan 
monomer resin melalui proses 
pemanasan, kemudian dilanjutkan 
dengan pemotongan menggunakan 
mikrotom;  
3) Pewarnaan, untuk memperbesar kontras 
antara preparat dengan lingkungan 
sekitarnya dengan menggunakan logam 
berat seperti uranium dan timbal 
(Anonim, 2012). 
 
b. Scanning Electron Microscope (SEM). 
SEM adalah mikroskop yang 
menggunakan elektron berenergi tinggi 
yang ditembakkan ke permukaan sampel 
dan menghasilkan berbagai sinyal (Anonim, 
2012, dan Shalahudin, 2012). Digunakan 
untuk studi detail arsitektur permukaan sel, 
dan obyek diamati secara tiga dimensi 
(Anonim, 2012). Proses yang dilakukan 
meliputi: 1). Fiksasi; 2). Dehidrasi/drying, 
untuk menurunkan kadar air; dan 3). 
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Pewarnaan dengan menggunakan logam 
mulia seperti emas (Au) untuk mengubah 
konduktifitas dari sampel yang diamati akan 
diamati. Karena prinsip dasar dari SEM 
adalah gambar dibuat berdasarkan deteksi 
elektron baru (elektron sekunder) atau 
elektron pantul yang muncul dari 
permukaan sampel ketika permukaan 
sampel tersebut dipindai dengan sinar 
elektron, sehingga sampel harus 
dikondisikan konduktif (Priester, et al., 
2007, Tamyiz dan Hamidah, 2015). 
 
c. Mikroskop Pemindai Lingkungan 
Elektron/Enviromental SEM (ESEM) 
ESEM merupakan pengembangan dari 
TEM dan SEM. Obyek pengamatan yang 
memerlukan perlakuan tambahan apabila 
digunakan dengan TEM atau SEM, dapat 
diatasi dengan ESEM. Kelebihan ESEM 
adalah dapat dilakukan pada obyek 
penelitian kering maupun basah, serta pada 
organisme dalam kondisi hidup  (Anonim, 
2012). Misalkan untuk pengamatan EPS 
dari biofilm yang lebih efektif dilakukan 
dengan preparat basah karena strukturnya 
yang rentan terhadap panas (Priester, et al., 
2007). 
ESEM ini juga mampu menunjukkan 
heterogenitas dari biofilm pada lapisan 
schmutzdecke yang terbentuk pada Slow 
Sand Filter (SSF) tanpa proses fiksasi, 
dehidrasi dan pembekuan (Joubert, et al., 
2008). 
 
3. TEKNIK ANALISA KOMPONEN 
BIOFILM 
Komponen utama penyusun biofilm 
berupa sel bakteri dan matriks extraseluler. 
Komponen penyusun matriks ekstraseluler 
ini bervariasi sesuai dengan jenis 
mikroorganisme pembentuknya serta faktor 
lingkungan (Lazarova dan Manem, 1995). 
Beberapa penelitian sebelumnya 
membuktikan bahwa matriks ekstraseluler 
ini sebanyak 65% tersusun atas polisakarida 
(Horan dan Eccles, 1986 dalam Lazarova 
dan Manem, 1995). Selain itu beberapa 
matriks ini tersusun atas glukosida atau 
glucophospates (lazarova dan manem, 
1995). Untuk menentukan komponen-
komponen tersebut berbagai metode analisa 
telah dikembangkan oleh beberapa peneliti, 
diantaranya adalah 1). Analisa kimia, 2). 
Analisa biokimia meliputi analisa enzim dan 
protein, dan 3). Analisa populasi. 
Analisa kimia dapat dilakukan dengan 
metode kolorimetri yaitu analisa biofilm 
yang didasarkan dengan pewarnaan, 
kelemahan metode ini adalah pewarnaan 
dengan kristal violet  (CV) tidak dapat 
dilakukan untuk menguji kematian sel, 
dikarenakan baik sel hidup maupun sel mati 
akan terwarnai oleh CV. Penggunaan 
kolorimetri ini juga dapat digunakan untuk 
menentukan kandungan total karbohidrat 
dalam biofilm dengan melibatkan 
pemanasan sampel dengan asam sulfat dan 
penambahan reagen antron (Dreywood, 
1946 dalam Lazarova dan Manem, 1999). 
Analisa protein dapat dilakukan 
dengan beberapa metode yaitu, metode N-
Kjehdal, metode Lowry dan metode 
Bradford (Avella, et al., 2010). Penggunaan 
metode Lowry dan Bradford memiliki 
kesamaan yaitu prosedur yang digunakan 
cukup sederhana, namun untuk metode 
Lowry terbukti memiliki hasil yang lebih 
presisi (Lazarova dan Manem, 1999). Hal 
ini dibuktikan oleh Avella, et al. (2010), 
yang melakukan analisa untuk mendapatkan 
asam humat yang tercampur dalam protein 
dipengolahan air limbah. 
Analisa populasi dilakukan untuk melihat 
populasi dari mikroorganisme pembentuk 
biofilm. Analisa populasi dapat dilakukan 
dengan beberapa metode, diantaranya 
adalah: 
a. Mikrobiologi klasik 
Analisa dengan metode mikrobiologi 
klasik digunakan untuk identifikasi sel 
bakteri penyusun biofilm. Proses 
identifikasi sel dimulai dengan isolasi sel 
bakteri selanjutnya dilakukan analisa 
morfologi, pewarnaan gram dan tes 
biokimia sehingga didapatkan spesies 
bakteri penyusun biofilm. Kelemahan dari 
metode ini adalah memerlukan waktu yang 
lama dengan proses yang rumit (Waluyo, 
2010). 
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b. Analisa asam lemak 
Komunitas mikroba biofilm dapat 
dianalisa melalui analisa asam lemak 
fosfolipid (PLFAs). Metode ini mampu 
menggambarkan kompleksitas komunitas 
mikroba dan biomassa seperti halnya yang 
ditemukan pada di alam misalkan di tanah, 
sedimen, sistem air minum dan lain lain. 
Perbandingan tersebut didasarkan pada 
asumsi bahwa fosfolipid memiliki proporsi 
yang relatif konstan dari biomassa sel dan 
variasi asam lemak dapat dijadikan sebagai 
marker dalam menentukan suatu kelompok 
taksonomi tertentu. Hal ini dikarenakan 
suatu kelompok mikroorganisme yang 
berbeda memiliki komposisi PLFAs yang 
berbeda pula sehingga pola dari PLFAs 
dapat menggambarkan komposisi suatu 
komunitas mikroba (DaZhuang, et al., 2009) 
c. Analisa molekuler 
Analisa molekuler digunakan untuk 
menganalisa komposisi komunitas mikroba 
penyusun biofim (Macgregor, 1999). 
Analisa ini dapat dilakukan dengan analisa 
menggunakan PCR (polymerase Chain 
Reaction). Identifikasi bakteri dilakukan 
dengan membandingkan sekuen nukleotida 
DNA bakteri yang diperiksa dengan bank 
data genetik bakteri yang sudah diketahui 
(Wiguna et al., 2011). Metode ini telah 
banyak digunakan oleh beberapa peneliti 
dikarenakan hasil analisa mampu 
menghasilkan spesies bakteri yang ingin 
diketahui. Berdasarkan penelitian 
sebelumnya, hasil analisa biofilm dalam 
pengolahan air minum dengan 
menggunakan PCR didapatkan jenis bakteri 
thermophilic (Tiirola, et al., 2003), bakteri 
pendegradasi mycrocystin, Sphingopyxis 
witflariensis (Ho, et al., 2007), bakteri 
pengoksidasi besi Gallionella ferruginea 
dan archaea pengoksidasi ammonia (De Vet, 
et al.,  2009), bakteri pathogen Helicobacter 
pylori (Linke, et al., 2010), bakteri dari 
genus Bacillus, Acinetobacter dan 
Staphylococcus (Hamidah, 2013). 
 
4.  KESIMPULAN 
Penggunaan biofilm dalam proses 
pengolahan air bersih dan air limbah 
membutuhkan pengembangan metode yang 
tepat untuk mengkarakterisasi biomassa 
yang terkandung dalam komponen biofilm, 
sehingga mampu meningkatkan kemampuan 
biofilm dalam mengolah air baku. Kajian ini 
berisi informasi mengenai metode 
menganalisa struktur dan komponen 
biofilm. Analisa struktur dapat dilakukan 
dengan analisa gambar melalui pewarnaan 
selanjutnya dilakukan visualisasi dengan 
menggunakan mikroskop konfokal atau 
elektron. Sedangkan untuk anlisa komponen 
biofilm dapat dilakukan dengan analisa 
kimia, biokimia, serta analisa populasi. 
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